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摘 要:目的 探讨正交实验优化及己的多糖提取工艺。方法 采用水提醇沉法提取及己多糖。多糖含量的测定采用

苯酚-硫酸法,利用单因素及正交实验优化及己多糖提取的料液比、温度、时间和次数,以精密度、重复性、稳定性、加样

回收率多个方法学实验,验证多糖含量测定方法的可行性。通过单因素实验优化及己多糖的醇沉时间及醇沉浓度。结

果 优化出及己多糖的最佳水提工艺条件为:提取料液比1∶30,提取温度100℃,提取3次,提取时间1.5h。确定及己

多糖的最优醇沉条件为75%乙醇浓度,醇沉后静置18h。结论 本研究提取工艺优化合理,能最大程度提高及己多糖

的提取率,为进一步分离纯化及己多糖奠定基础。
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OptimizationofChloranthusserratuspolysaccharidesextraction
technologybyorthogonalexperimentaldesign
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  Abstract: Objective TooptimizetheextractiontechnologyofChloranthusserratus(C.serratus)poly-
saccharidesbyorthogonalexperimentaldesign. Methods ThepolysaccharidesofC.serratuswereextracted
bythemethodofwaterextractionandalcoholprecipitation.Thepolysaccharidescontentsweredeterminedby
phenol-sulfuricacidmethod.Thesolid-liquidratio,temperature,time,andnumberofextractionsfortheex-
tractionofC.serratuspolysaccharideswereoptimizedthroughsingle-factorandorthogonalexperiments.The
feasibilityofthepolysaccharidecontentdeterminationmethodwasverifiedthroughprecision,reproducibility,

stability,andsamplerecoveryrateexperiments.ThealcoholprecipitationtimeandconcentrationforC.serra-
tuswereoptimizedthroughsingle-factorexperiments. Results Theoptimumwaterextractionconditionsof
C.serratuspolysaccharidesweredeterminedasfollows:thesolid-liquidratiowas1∶30,theextractiontem-
peraturewas100℃,extractedfor3times,theextractiontimewas1.5h.Theoptimalconditionsforalcohol
precipitationofC.serratuspolysaccharidesweredeterminedtobea75%ethanolconcentration,followedby
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staticprecipitationfor18hours. Conclusion Theextractionprocessoptimizationinthisstudyisreasonable
andcanmaximizetheextractionrateofC.serratuspolysaccharides,layingafoundationforfurtherisolation
andpurificationofC.serratuspolysaccharides.
  Keywords: Chloranthusserratuspolysaccharides;waterextractionandalcoholprecipitation;single-fac-

torexperiments;orthogonalexperiments;processoptimization

  及己(Chloranthusserratus)为金粟兰科(Chlo-
ranthaceae)金粟兰属的多年生草本植物,常生长于广

西、安徽、湖南及福建等地。《现代中药学词典》记载及

己根部或全草能促进血液循环,具有舒筋活络、消炎镇

痛、治疗疔疮肿毒、骨折以及风湿等作用,对类风湿性

关节炎、关节痛和皮肤炎症等疾病均具有较好的疗

效[1]。研究表明及己具有明显的抗炎活性[2];及己根

醇提取物对完全弗氏佐剂诱导的大鼠关节炎具有明显

抗炎作用[3],其水分离部位也有着良好的抗炎效果[4]。
常见的多糖主要有植物、动物以及微生物多糖,主要存

在于动植物体内和微生物细胞壁中[5]。天然中草药中

的多糖成分具有调节免疫[6]、消炎止痛[7]、减轻氧化损

伤[8]和预防肿瘤[9]等多种生物活性。前期实验显示及

己粗多糖在体内抗炎实验中能显著减轻角叉菜胶诱导

的大鼠足跖肿胀以及脏器指数变化;在体外抗炎实验

中能有效减少脂多糖诱导的RAW264.7巨噬细胞的

细胞形态变化,减轻炎症带来的损伤。
目前对及己多糖提取工艺优化的研究较少,本研

究旨在利用单因素实验和正交实验筛选并优化及己多

糖的提取工艺,为进一步探索及己的抗炎功效成分提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料 干燥及己根(亳州药材市场,产地:中
国云南),及己被年四辉教授(皖南医学院)确定为真

品;无水葡萄糖(20220410,上海展云化工有限公司);
浓硫酸(YD20220809,天津市永大化学试剂有限公

司)、无水乙醇(YD20220819,天津市永大化学试剂有

限公司)和苯酚(YD20220908,天津市永大化学试剂有

限公司);纯化水等。

1.2 实验仪器 粉碎机(武义海纳电器有限公司);分
析天平(德国花潮高科控股集团有限公司);真空干燥

箱(上海合恒仪器设备有限公司);HH-4数显恒温水

浴锅(常州荣华仪器制造有限公司);SHB-Ⅲ循环水式

多用真空泵(郑州予创仪器设备有限公司);UV-5100
型紫外可见分光光度计(郑州嘉谱仪器设备有限公司)
等。

1.3 及己多糖的制备 将干燥的及己根放入粉碎机

粉碎,过60目药筛,即得及己根粗粉。精密称取适量

及己根粗粉置于圆底烧瓶中,加入一定体积纯化水,提
前浸泡0.5h,按规定时间在水浴锅中微沸提取,离心

抽滤,继续加水提取并离心抽滤数次。将所得滤液减

压浓缩至溶液体积的1/3。将浓缩后的及己水提液定

容至100mL,再加入一定体积无水乙醇,4℃静置一

段时间,恢复室温后进行抽滤,即得及己多糖。

1.4 葡萄糖标准曲线的制作 精密称取少许无水葡

萄糖粉末加入纯化水配制为0.1mg/mL标准溶液,
分别向8支试管中量取0.1~0.8mL上述溶液,补充

纯化水至1mL,对照组直接加入1mL纯化水。每组

先分别加入1mL现配制5%苯酚溶液,震荡数秒,再
加入浓硫酸溶液5mL,再次震荡,常温下放置0.5h
后检测在490nm波长下的OD值。由图1所知,以葡

萄糖浓度(mg/mL)为横坐标,OD值为纵坐标作标准

曲线,得到曲线回归方程Y =7.1476X +0.0171,相
关系数R2=0.9980,吸光度线性关系良好。

图1 葡萄糖标准曲线 (n=6)

1.5 水提后及己多糖提取率计算 将1.3项中浓缩

后的及己水提液定容至100mL,吸取0.2mL再稀释

至10mL。向试管中加入1mL稀释液,其余操作同

1.4项,通过回归方程求出相应的多糖浓度。多糖提

取率(%)=多糖浓度C×溶液体积V×稀释倍数n/
样品质量 M×100%。

1.6 醇沉后及己多糖含量计算 精密称取1.3项中

及己多糖1mg,纯化水溶解,再定容至10mL。向试

管中加入1mL溶解液,其余操作同1.4项,醇沉后干

燥后及己多糖含量的计算公式为:多糖含量=多糖浓

度×溶液体积/多糖质量×100%。

1.7 及己多糖水提工艺优化

1.7.1 及己多糖水提预实验 在圆底烧瓶中进行提

—66—

2025年             右江民族医学院学报              第1期



取,精密称取及己根粗粉3g,加入75mL纯化水,提
前浸泡0.5h,水浴锅设置为100℃,煮沸提取1h,离
心抽滤。继续加水提取1次,离心抽滤,将两次的滤液

减压浓缩至溶液体积的1/3,保存于4℃冰箱内待用。

1.7.2 单因素实验考察 固定其他条件同1.7.1项,
分别选取不同提取料液比(1∶10mL/g、1∶15mL/

g、1∶20mL/g、1∶25mL/g、1∶30mL/g、1∶40
mL/g),提取次数(1次、2次、3次、4次),提取温度(50
℃、60℃、70℃、80℃、90℃、100℃)以及提取时间

(0.5h、1.0h、1.5h、2.0h、2.5h)进行提取,计算水

提后及己多糖提取率,考察各单因素实验对多糖提取

率的影响。

1.7.3 正交实验考察 在单因素实验的基础上,采用

正交实验对及己多糖的水提过程进行研究。将提取温

度(A)、提取料液比(B)、提取时间(C)以及提取次数

(D)作为4个因素,以L9(34)表设计正交试验,其因素

水平见表1。

表1 水提工艺正交实验设计水平

水平

因素

A
提取温度/℃

B
料液比

C
提取时间/h

D
提取次数

1 80 1∶25 1.0 1
2 90 1∶30 1.5 2
3 100 1∶35 2.0 3

1.8 及己多糖醇沉工艺优化

1.8.1 及己多糖醇沉预实验 按优化后的水提工艺

获得及己多糖水提液,将浓缩的水提液定容至100
mL,调 配 无 水 乙 醇,使 乙 醇 体 积 分 数 最 终 保 持 在

75%,醇沉静置12h,抽滤。

1.8.2 单因素实验考察 固定其余条件同1.8.1项,
分别选取不同醇沉浓度(55%、65%、75%、85%)及醇

沉静置时间(12h、18h、24h、30h)进行醇沉操作,计
算醇沉后及己多糖含量,考察各个单因素对多糖含量

的影响。

1.9 方法学考察

1.9.1 精密度实验 精密量取适量及己多糖水提液,
按1.5项操作测定 OD值,连续测定6次,计算RSD
值。

1.9.2 重复性实验 精密量取适量及己多糖水提液,
平均分6份,按1.5项操作测定OD值,计算RSD值。

1.9.3 稳定性实验 精密量取适量及己多糖水提液,
按1.5项操作测定OD值,每10min测定1次,共测

定12次,计算RSD值。

1.9.4 加样回收率实验 精密量取6份相同多糖含

量的及己多糖水提液,各加入一定含量的葡萄糖溶液,

按1.5项操作测定OD值,统计多糖回收率以及RSD
值。

1.10 统计学方法 采用软件SPSS22.0进行数据分

析,方差分析进行样本均数间差异的评估,P <0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各单因素对多糖提取率的影响

2.1.1 提取料液比对多糖提取率的影响 提取料液

比不断上升,及己多糖提取率呈现出先升高后降低的

明显变化趋势,当料液比为1∶30时,提取率达到峰

值,此后再提高料液比,提取率会有所下降,结果见图

2。这可能是由于随着提取料液比上升,水提液中其他

杂质溶出变快,影响到多糖的溶出;且提取料液比过大

时会延长提取液浓缩时间,进而增加了多糖在提取过

程中的损失。基于此为提高多糖的提取效率,选用

1∶25、1∶30以及1∶35作为正交实验提取料液比的

水平。

图2 料液比对多糖提取率的影响 (n=6)

2.1.2 提取次数对多糖提取率的影响 随着提取次

数不断的增加,多糖提取率逐步上升。当提取次数为

3次时,提取率出现顶点,继续增加提取次数,提取率

出现小幅度下降,结果见图3。这可能是由于随着提

取次数增多,水提液的量不断增大,导致水提液浓缩时

间大幅延长,从而多糖出现降解。因此,选择1次、2
次、3次作为正交实验提取次数的水平。

2.1.3 提取温度对多糖提取率的影响 随着提取温

度不断上升,及己多糖提取率逐步增高。当温度达到

100℃时仍未出现下降,结果见图4。这可能是因为温

度升高有助于多糖分子的热运动,使其更易从植物细

胞中溶出,且在当前实验条件下,100℃尚未对多糖结

构造成破坏,所以提取率未下降,基于此,选择80℃、

90℃、100℃3个水平的提取温度进行正交实验。
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图3 提取次数对多糖提取率的影响 (n=6)

图4 提取温度对多糖提取率的影响 (n=6)

2.1.4 提取时间对多糖提取率的影响 由图5可知,
当提取时间不断增加,及己多糖提取率上升趋势明显,
当时间到达1.5h时,提取率出现顶点,再延长提取时

间多糖提取率开始下降。这可能是因为提取时间的延

长会使相关杂质阻碍多糖成分的溶出,并间接导致提

取液的浓缩步骤受到影响,使多糖提取率大幅度降低。
因此,选择1.0h、1.5h、2.0h作为提取时间进行正交

实验。

图5 提取时间对多糖提取率的影响 (n=6)

2.2 正交实验结果分析 由表2可知,各单因素对多

糖提取率有明显的影响,其中可排序为A>D>C>B,
即提取温度>提取次数>提取时间>提取料液比,并

得出及己多糖的水提方案为A3B2C3D3。根据2.1单

因素 考 察 的 结 果 可 知 理 论 上 的 最 佳 水 提 条 件 为

A3B2C2D3,即提取料液比为1∶30,100℃提取3次,
每次1.5h,提取时间与正交实验中的结果不相同。
表3的方差分析表明提取温度对多糖提取率有显著性

影响(P <0.05),提取时间的影响并不明显,因此确

定及己水提的最佳条件如下:提取料液比为1∶30,提
取温度为100℃,提取次数为3次,提取时间为每次

1.5h。按优化后的提取工艺进行操作,获得的多糖提

取率为12.30%,高于其他条件所得提取率。

表2 正交实验结果 (n=6)

实验号 A B C D 提取率/%

1 1 1 1 1 2.30
2 1 2 2 2 4.13
3 1 3 3 3 5.67
4 2 1 2 3 8.20
5 2 2 3 1 7.44
6 2 3 1 2 6.30
7 3 1 3 2 11.80
8 3 2 1 3 11.61
9 3 3 2 1 8.03
K1 12.10 22.30 20.21 17.77
K2 21.94 23.18 20.36 22.23
K3 31.44 20.00 24.91 25.48
k1 4.033 7.433 6.737 5.923
k2 7.313 7.727 6.787 7.410
k3 10.480 6.667 8.303 8.493
R 6.447 1.060 1.566 2.570

表3 正交实验方差分析结果

方差来源 离均差平方和 自由度 均方 F值 显著性

A 62.346 2 31.173 34.686 *
B 1.797 2 0.899 1.000
C 4.757 2 2.379 2.647
D 9.989 2 4.994 5.557
误差 1.797 2

 注:F0.01(2,2)=99,F0.05(2,2)=19,*代表P<0.05。

2.3 及己多糖醇沉工艺优化结果

2.3.1 醇沉浓度对多糖含量的影响 如图6所示,当
醇沉浓度达到75%前多糖含量随浓度的升高而不断

增大,在浓度为75%时多糖含量出现顶点,达到73.
70%。当醇沉浓度继续升至为85%时多糖含量出现

减少。多糖醇沉过程中存在乙醇浓度临界值,当醇沉

浓度较低时,多糖含量与之形成正相关;当浓度超过临

界值后,多糖含量将不再上升。高浓度乙醇溶液甚至

会导致其他杂质沉析并裹挟相关多糖,从而影响多糖

含量。综合考虑乙醇溶液用量和多糖含量,选择75%
乙醇浓度作为最佳醇沉浓度。
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图6 醇沉浓度对多糖含量的影响 (n=6)

2.3.2 醇沉静置时间对多糖含量的影响 如图7所

示,当醇沉静置时间达到18h前,多糖含量呈直线上

升趋势,在18h时达到最高。当醇沉静置时间超过18
h后,随着醇沉静置时间的不断增加,多糖含量呈逐渐

下降趋势。这可能是由于醇沉静置时间延长后,一些

大分子颗粒出现相互作用,并裹挟多糖发生沉淀,导致

多糖的含量降低。因此,选择18h作为最佳醇沉静置

时间。

图7 醇沉静置时间对多糖含量的影响 (n=6)

2.4 方法学考察结果分析

2.4.1 精密度实验结果 由表4可知,对及己多糖水

提液进行6次检测所得平均 OD值为0.348,RSD值

为0.557%。这表明该实验方法精密度良好,能够满

足定量分析的需求。

2.4.2 重复性实验结果 由表5可知,对6份及己多

糖水提液进行检测后所得平均 OD值为0.327,RSD
值为1.439%,表明该实验方法重复性好,能够满足定

量分析的要求。

2.4.3 稳定性实验结果 由表6可知,对及己多糖水

提液每10min检测6次,连续检测120min,所得平均

OD值为0.353,RSD值为0.628%,表明溶液在2h
内显色性质稳定。

表4 精密度实验结果 (n=6)

编号 OD值

1 0.347
2 0.347
3 0.347
4 0.348
5 0.348
6 0.352
RSD/% 0.557

表5 重复性实验结果 (n=6)

编号 OD值

1 0.329
2 0.330
3 0.330
4 0.331
5 0.319
6 0.324
RSD/% 1.439

表6 稳定性实验结果

时间/min OD值 RSD/%

0 0.358
10 0.357
20 0.353
30 0.353
40 0.354
50 0.353
60 0.351 0.628
70 0.352
80 0.353
90 0.350
100 0.352
110 0.352
120 0.352

2.4.4 加样回收率实验结果 由表7可知,相关多糖

的平均回收率可达到98.43%,RSD值为1.344%,表
明该含量测定方法准确度较高。

表7 加样回收率实验结果 (n=6)

编号
样品

多糖/g

葡萄

糖/g

实际

量/g

回收

率/%

平均回

收率/%
RSD/%

1 0.218 0.50 0.702 96.80
2 0.218 1.00 1.188 97.00
3 0.218 1.50 1.696 98.53 98.43 1.344
4 0.218 2.00 2.223 100.25
5 0.218 2.50 2.688 98.80
6 0.218 3.00 3.194 99.20
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3 讨论

多糖的提取与纯化会影响多糖的结构和药理活

性,因此优化多糖提取与纯化方法是探索多糖的前

提[10]。常见的多糖提取方法包含水提取法[11]、碱提

取法[12]、超声提取法[13]、酶提取法[14]以及微波辅助提

取法[15]等。其中水提取法因提取工艺简单、生产成本

低而受到广泛的使用[16]。常用的多糖含量测定方法

有蒽酮-硫酸法[17]、苯酚-硫酸法[18]、3,5-二硝基水

杨酸法(DNS)[19]以及色谱法[20]等。苯酚-硫酸法由

于操作简易、稳定性好、灵敏度高而被广泛采用[21]。
影响多糖提取工艺的因素主要有提取料液比[22]、提取

温度[23]、提取时间[24]以及提取次数[25]等。本实验通

过水提取法提取及己多糖,并以及己多糖提取率为考

察指标,通过单因素和正交实验各工艺参数优化以上

4个因素的提取条件,结果显示在提取料液比为1∶
30,100℃提取3次,每次1.5h时该多糖提取率可达

到12.30%,该优化条件合理有效。精密度、重复性、
稳定性和加样回收率实验等方法学考察进一步验证了

该含量测定方法的可行性。影响多糖醇沉工艺的因素

众多,主要有醇沉浓度[26]以及醇沉静置时间[27]两种,
其中醇沉浓度的升高会加快多糖沉淀的形成,影响多

糖的溶解,因此需要优化提取多糖的醇沉浓度[28]。本

实验以多糖含量为指标,利用单因素实验优化上述两

种因素的最佳条件,结果表明该多糖的最佳醇沉条件

为75%乙醇浓度,醇沉静置18h。
综上所述,本实验优化了及己多糖的提取工艺,为

进一步对及己抗炎活性成分的组成进行分析奠定基

础,为及己多糖的质量控制以及多糖后续的分离纯化

提供了有力的参考依据。
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